






3.1 Waktu dan Tempat 
Kegiatan penelitian ini dilaksanakan pada bulan November sampai 
Desember 2020 yang bertempat di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 
Universitas Muhammadyah Malang. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi adalah incubator, laminar air 
flow, microwave, mikro pipet, autoklaf, yellow tip , blue tip, pinset , gelas kimia, 
spatula , erlenmeyer, cawan petri, jangka sorong , alat tulis dan alat dokumentasi. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi adalah formula pupuk 
hayati C1 dan C2, media nutrien agar, media JNFB (James Nitrogen Free 
Bromthymol Blue), media pikovskaya, media alexandrov,  Alkohol 70% , 
aquades, plastic wrap, aluminium foil, kertas watman atau paper disk, Besi 
(II) Sulfat (FeSO4), Timbal II nitrat (Pb(NO3)2). 
 
3.3 Prosedur Penelitian 
Rancangan percobaan ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
factorial. Faktor pertama yaitu jenis pupuk hayati Formula C1 dan Formula C2 . 
Faktor kedua yaitu dosis pupuk hayati terdiri dari  P0 = 0 ml/L, P1 = 10 ml/L, P2= 
20 ml/L, P3 = 30 ml/L. Sehingga perlakuannya berjumlah 8 kombinasi dan 
diulang sebanyak 3 kali. Adapun kombinasi Perlakuan sebagai berikut : 
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Tabel 1. Kombinasi Perlakuan 
C/ P C1 ( Formula C1) C2 Formula C2) 
P0 ( Kontrol tanpa pupuk ) C1P0 C2P0 
P1 ( 10 ml/L) C1P1 C2P1 
P2 (20 ml/L) C1P2 C2P2 
P3 (30 ml/L) C1P3 C2P3 
 
3.3.1 Diagram Alir Tahapan Penelitian 
Tahapan penelitian dapat diuraikan dalam diagram alir sebagai berikut :  
















Gambar 1. Diagram Alir Uji Fiksasi Nitrogen 
 
 
Pembuatan Media JNFB 
asam malat, K2HPO4, 
KH2PO4, MgSO4.7H2O, 
NaCl, CaCl2.2H2O, 
FeEDTA,  KOH,  







Menuangkan media pada 
cawan petri 































Glukosa , NaCl, KCl,  
MgSO4. 7H2O; MnSO4; 
FeSO4; Ca3 (PO4)2; 
ekstrakyeast; (NH4)2SO4, 







Menuangkan media pada 
cawan petri 

































FeCl3, CaCO3, Ca3 










Menuangkan media pada 
cawan petri 
























Gambar 4. Diagram Alir Uji Pengkhelat Logam Berat 
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3.3.2 Pembuatan Media 
1. Media Pikovskaya  
Bahan yang digunakan untuk uji pelarut fosfat dengan membuat 
medium pikovskaya sebanyak 1L yaitu glukosa 10 g; NaCl 0,2 g; KCl 0,2 g; 
MgSO4. 7H2O 0,1 g; MnSO4 0,002 g ; FeSO4 0,002g ; Ca3 (PO4)2 5g; ekstrak 
yeast 0,5 g; (NH4)2SO4 0,5 g, dan agar 15 g. Semua bahan dilarutkan dalam 
1L akuades dan dihomogenkan. Medium tersebut disterilisasi menggunakan 
autoklaf pada tekanan 1 atm dengan suhu 121°C selama 20 menit. (Rani, 
2017) 
2. Media JNFB (James Nitrogen Free Bromothymol Blue ) 
Media yang digunakan adalah JNFB untuk uji fiksasi nitrogen 
sebanyak 1 L adalah asam malat 5 g; K2HPO4 0,6 g; KH2PO4 1,8 g; 
MgSO4.7H2O 0,2 g; NaCl 0,1 g, CaCl2.2H2O 0,2 g; FeEDTA 0,066 g; KOH 
4,5 g; mikronutrien (pepton) 2 ml; BTB 2 ml. pH media 5,8. Agar 15 g. 
Semua bahan dilarutkan dalam 1L akuades dan dihomogenkan. Medium 
tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm dengan suhu 
121°C selama 20 menit.(Baldani et al., 2014) 
3. Media Alexandrov 
Media Aleksandrov untuk uji pelarut kalium membuat media sebanyak 1 
L  dengan bahan yang digunakan berupa Glukosa 5 gr , MgSO4.7H2O 0,5 gr, 
FeCl3 0,006 gr , CaCO3 0,1 gr , Ca3 (PO4)2  2 gr, K2 HPO4 3 gr, Agar 15 gr. 
Semua bahan dilarutkan dalam 1L akuades dan dihomogenkan. Medium tersebut 
disterilisasi menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm dengan suhu 121°C 
selama 20 menit. (Mutmainnah, dkk , 2015). 
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4. Pembuatan media untuk uji pengkelat mineral Fe dan Pb 
Menggunakan media nutrient agar sebanyak 28 gr ditambahkan 100 
ppm logam berat (FeSO4, Pb(NO3)2) dengan aquades 1L dalam erlenmeyer. 
Semua bahan dilarutkan dalam 1L akuades dan dihomogenkan. Media 
tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm dengan suhu 
121°C selama 20 menit. ( Thohari, dkk, 2019) 
 
3.3.3 Uji Pemfiksasi Nitrogen 
Uji kemampuan fiksasi nitrogen menggunakan sampel pupuk hayati C1 
dan C2 sesuai konsentrasi perlakuan 0 ml/l, 10 ml/l, 20 ml/l, 30 ml/l. Mengambil 
isolate sebanyak 30 µL diteteskan pada kertas cakram steril, kemudian letakkan 
pada permukaan cawan petri yang berisi media JNFB padat ( james nitrogen free 
bromothymol blue). Inokulasi dilakukan dengan meletakkan cakram sebanyak 3 
ulangan dalam satu medium yang sama. Pengamatan  setiap 24 jam sekali dengan 
masa inkubasi selama 7 hari. Isolat yang positif dapat menambat nitrogen akan 
menunjukkan perubahan warna biru disekitar cakram.  (Safitri, dkk , 2019) 
 
3.3.4 Uji Pelarut Fosfat 
Uji kemampuan agen hayati dalam melarutkan fosfat menggunakan 
sampel pupuk hayati C1 dan C2 sesuai konsentrasi perlakuan 0 ml/l, 10 ml/l, 20 
ml/l, 30 ml/l. Mengambil isolate sebanyak 30 µL diteteskan pada kertas cakram 
steril, kemudian letakkan pada permukaan cawan petri yang berisi media 
pikovskaya agar. Inokulasi dilakukan dengan meletakkan cakram 3 ulangan dalam 
satu medium yang sama.  diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari dan dilakukan 
pengamatan setiap 24 jam sekali. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya zona 
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bening yang mengindikasikan bahwa isolate bakteri mampu melarutkan fosfat. 
Diukur diameter zona bening (clean zone) dengan menggunakan jangka sorong ( 
Nugraha, dkk 2014). 
 
3.3.5 Uji Pelarut Kalium 
Uji kemampuan pelarut kalium  menggunakan sampel pupuk hayati C1 
dan C2 sesuai konsentrasi perlakuan 0 ml/l, 10 ml/l, 20 ml/l, 30 ml/l. Mengambil 
isolate sebanyak 30 µL diteteskan pada kertas cakram steril, kemudian letakkan 
pada permukaan cawan petri yang berisi mediaAleksandrov padat. Inokulasi  
dilakukan dengan meletakkan cakram 3 ulangan dalam satu medium yang sama. 
Inkubasi pada suhu ruang selama 7 hari dan dilakukan pengamatan setiap 24 jam 
sekali. Mikroba yang tumbuh dan mampu membentuk zona bening diasumsikan 
sebagai mikroba pelarut kalium. Diukur diameter zona bening dengan 
menggunakan jangka sorong.  (Safitri, dkk , 2019) 
 
3.3.6 Uji Kemampuan Dalam Mengkelat Logam Berat Fe Dan Pb 
Mengambil sampel pupuk hayati C1 dan C2 sesuai konsentrasi perlakuan 
0 ml/l, 10 ml/l, 20 ml/l, 30 ml/l, mengambil isolate sebanyak 30 µL diteteskan 
pada kertas cakram steril, kemudian letakkan pada permukaan cawan petri yang 
berisi media NA yang telah ditambahkan (FeSO4, Pb(NO3)2) . Inokulasi dilakukan 
dengan meletakkan kertas cakram 3 ulangan dalam satu medium yang sama. 
Semua cawan petri diinkubasi ke dalam inkubator selama 7 hari. Pengamatan 
pembetukan zona setiap 24 jam sekali. Mikroba yang tumbuh diasumsikan bakteri 
dapat mengkelat Fe. Diukur diameter perubahan warna koloni dengan 
menggunakan jangka sorong. (Ughamba, 2019) 
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3.4 Variabel Pengamatan 
1. Perubahan warna pada isolate 
Mengambil gambar setiap ulangan dan mengamati perubahan warna pada 
isolate yang menandakan bahwa pupuk hayati mampu fiksasi nitrogen , 
pelarut fosfat, pelarut kalium, dan bioremediasi logam berat. 
2. Diameter zona 
Mengukur diameter zona yang terbentuk menggunakan jangka sorong dan 
menghitung diameter dengan rumus : 
                    




3.5 Analisis Data 
Data yang didapatkan akan dianalisa menggunakan model Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) factorial untuk mengetahui interaksi dan pengaruh masing-
masing factor kemudia dikenakan Uji Nyata Jujur (BNJ) 5% untuk mengetahui 
perlakuan yang terbaik. 
 
 
 
